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POVZETEK 
 
Dandanes smo ljudje zelo obremenjeni s svojim videzom in idejo večne mladosti. Prva 
stvar, na katero pomislimo, ko slišimo besedo »staranje«, so gube in res je naša koža 
najboljši pokazatelj le-tega. Koža je prvo, kar opazimo na človeku, zato si velika večina 
želi, da bi čim dlje izgledala čvrsto, napeto in kar se da mladostno. Na žalost pa se prav na 
koži najprej opazijo negativne posledice zunanjih dejavnikov, kot so na primer sončenje, 
kajenje in stres. 
S pomočjo kozmetičnih izdelkov, ki vsebujejo sestavine z antioksidativnimi lastnostmi, 
lahko do določene mere upočasnimo znake staranja. 
V diplomskem delu smo s pomočjo metode, ki temelji na spektrofotometrični meritvi 
redukcije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazila določili antioksidativno kapaciteto desetim izbranim 
kozmetičnim izdelkom za nego obraza, saj je prav koža obraza najbolj izpostavljena 
zunanjim dejavnikom. Metodo smo najprej prilagodili: kot optimalno topilo smo izbrali 
etanol. Za pripravo bistre raztopine smo vzorce ali centrifugirali ali pa filtrirali. 
Absorbanco smo pomerili na dva načina: na mikrotitrski ploščici in v kivetah za enkratno 
uporabo. Rezultate, podane kot efektivna koncentracija EC50, smo primerjali med seboj. 
Vzorci z majhno absorbanco imajo nizkoefektivno koncentracijo in s tem veliko 
antioksidativno kapaciteto. 
Ugotovili smo, da so efektivne koncentracije, določene na podlagi meritev absorbance v 
kivetah, v večini primerov manjše kot tiste, določene na podlagi meritev s čitalcem 
mikrotitrskih plošč. 
Najvišjo efektivno koncentracijo in s tem najmanjšo antioksidativno kapaciteto ima 
kozmetični izdelek Nivea Q10 Power, najnižjo efektivno koncentracijo in s tem najvišjo 
antioksidativno kapaciteto pa kozmetični izdelek Nivea Vital Soja Anti-Age Eye Cream. 
Kozmetična izdelka Sans Soucis Anti-Blemish Creme – Aqua Clear Skin in Collistar 
Special Normal And Dry Skin antioksidativnih lastnosti ne izkazujeta. 
 
 
 
 
Ključne besede: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, antioksidativna kapaciteta, kozmetični 
izdelki, absorbanca. 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
People nowadays are very worried about their looks and the idea of looking young forever. 
The first thing that we think of when we hear the word 'aging' are wrinkles and our skin 
really shows it the best. Skin is the first thing we notice about each other, so most of us 
want it to look firm and youthful. But unfortunately our skin is the first thing that shows 
our way of life – sunbathing, smoking or stress. 
Cosmetic products that contain ingredients that work as antioxidants can help us slow 
down signs of aging. 
Our thesis was based on determining antioxidant capacity of ten different skincare products 
that are used on the face, because our skin there is the most exposed. We determined it 
with the method that is based on spectrophotometric measurement of the reduction of 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl. We had to adjust the method: we chose ethanol as the optimal 
solvent. For a clear solution, we tried two methods: centrifugation and filtration of the 
samples. Two methods to measure absorbance were used: using microtiter plate and 
cuvettes. Results, given as effective concentrations EC50, were compared. Samples with 
low absorbance have low effective concentration and thus high antioxidant capacity.  
For majority of the samples, effective concentrations that were calculated based on 
absorbance measured in cuvettes were lower than the ones measured in microtiter plate. 
The highest effective concentrations and thus the lowest antioxidant capacity was 
determined for cosmetic product Nivea Q10 Power and the lowest effective concentrations 
and thus the highest antioxidant capacity for cosmetic product Nivea Vital Soja Anti-Age 
Eye Cream. Cosmetic products Sans Soucis Anti-Blemish Creme - Aqua Clear Skin and 
Collistar Special Normal And Dry Skin do not show any antioxidant activity. 
 
 
 
 
 
 
 
Key words: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, antioxidant capacity, cosmetic products, 
absorbance.  
 
 
SEZNAM OKRAJŠAV 
 
AOK – antioksidativna kapaciteta 
BHT – butilhidroksitoluen 
DNA – deoksiribonukleinska kislina 
DPPH – 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 
EC₅₀ – 50 % maksimalna efektivna koncentracija 
IR – infrardeče 
mtDNA – mitohondrijska DNA 
NADH – nikotinamid adenin dinukleotid  
NADPH – nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
ROS – reaktivne kisikove zvrsti 
SD – standardni odklon 
SE – standardna napaka 
UV – ultravijolično 
UVA – ultravijolično sevanje tipa A 
UVB – ultravijolično sevanje tipa B 
UVC – ultravijolično sevanje tipa C 
UV-VIS – ultravijolično vidno 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
 
1 UVOD 
1.1 STARANJE KOŽE 
 
Staranje kože je zapleten proces, posledica katerega so sprememba strukture, funkcije in 
videz kože. Nanj vplivajo tako notranji kot tudi zunanji dejavniki. Notranji dejavniki 
vplivajo na intrinzično staranje kože, vzrok za to pa so oksidacije lipidov, 
deoksiribonukleinske kisline (DNA) in proteinov. Pri tem sodelujejo radikali, težko pa je 
reči, ali so ti vzrok ali posledica intrinzičnega staranja. S staranjem se začne zmanjševati 
količina antioksidantov v koži, se pravi je ta še bolj izpostavljena radikalskim poškodbam, 
saj nima primerne zaščite. Poleg tega naš imunski sistem oslabi, zato pogosteje prihaja do 
okužb. Te v koži povzročijo lokalno vnetje, pri čemer nastajajo radikali, ki poškodujejo 
sestavine našekože. Bazalna plast epidermisa se začne tanjšati, prav tako se manjša tudi 
površina med epidermisom in dermisom, zaradi česar sta dostava hranilnih snovi in 
posledično delitev bazalnih celic manjša (1). 
Ekstrinzično staranje je posledica zunanjih dejavnikov, kot so na primer kajenje, ozon in 
alkohol (2). Največji učinek pa ima sončna svetloba, ki povzroča fotostaranje kože. 
Povzroči kar 80 % gub na obrazu. V nasprotju z intrinzičnim staranjem, zaradi katerega se 
epidermis tanjša, ekstrinzično staranje oz. natančneje fotostaranje povzroči njegovo 
zadebelitev (1). Sončna svetloba je sestavljena iz infrardeče, ultravijolične (UV) in vidne 
svetlobe. Večino sprememb na naši koži povzroči UV svetloba, ki je sestavljena iz UVA, 
UVB in UVC svetlobe. Za spremembe na naši koži sta večinoma odgovorni UVA in UVB 
svetloba, saj se UVC žarki absorbirajo v ozonski plasti atmosfere in nas ne dosežejo. 95 % 
UV svetlobe, ki doseže Zemljo, je sestavljeno iz UVA žarkov (3). Čeprav UVA nima 
dovolj energije, da bi cepila kovalentne vezi, je v glavnem odgovorna za fotostaranje kože. 
UVB povzroči nastanek radikalov le posredno, je pa vzrok za sončne opekline (1). Kot 
lahko vidimo na sliki 1, UVA prodira najgloblje v kožo vse do usnjice, ker ima najdaljšo 
valovno dolžino (380–315 nm). UVB (315–280 nm) prodira do vrhnjice, medtem ko lahko 
infrardeča svetloba prodira do podkožja (4). 
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Slika 1: Prodiranje svetlobe v različne plasti kože. 
 
1.2 FOTOSTARANJE   
 
Fotostaranje je sistem procesov v koži, ki nastanejo pod vplivom UV svetlobe. Potekajo po 
različnih poteh in se na koncu združijo ter prištejejo k intrinzičnemu staranju. Spremembe 
na koži, kot so gube, zmanjšana prožnost, hrapava površina, manj elastičnosti, 
pigmentacije itd., so v starosti opazne tudi na nefotostarani koži, vendar jih proces 
fotostaranja še pospeši. (2) Poteka po več poteh, ki so odvisne od UV svetlobe in njene 
energije: 
- UVA svetloba nima dovolj energije, da bi cepila kovalentne vezi, vendar klub temu 
največ pripomore k staranju. Deluje posredno in v prisotnosti kisika, kar je dokaz, da je 
vpletena v oksidacijske reakcije. Pod njenim vplivom v koži nastanejo reaktivne kisikove 
zvrsti (ROS), ki povzročijo nadaljnje oksidacije komponent kože. To privede do 
spremembe njene strukture in funkcije. 
- UVB svetloba pa na kožo deluje neposredno, povzroči cepitev kovalentnih vezi in 
poškoduje DNA v keratinocitih. Še posebej je viden vpliv na mtDNA, ker mitohondriji 
poškodb ne popravljajo tako učinkovito. Posledica tega je, da celici primanjkuje energije, 
zaradi česar ni sposobna obnavljati svojih antioksidantov, kar privede do oksidacijskega 
stresa. Poškoduje tudi druge kromofore v celicah in ti posledično ne opravljajo več svojih 
nalog (5). 
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Ker radikali, ki nastanejo pod vplivom UV svetlobe, reagirajo s proteini, se tem spremeni 
njihova površina in združijo se v slabo topne agregate. Ti otežujejo delovanje proteasoma, 
ki je odgovoren za njihovo odstranjevanje. Posledično je v koži vedno več oksidiranih 
proteinov, ki jih pri fotostarani koži lahko zaznamo v zgornjem predelu usnjice. Ko je koža 
dovolj časa izpostavljena intenzivni sončni svetlobi, pride do oksidativnega stresa. Na neki 
točki za nastajanje reaktivnih radikalov izpostavljenost sončni svetlobi ni več potrebna, saj 
ti nastajajo v procesih, ki so podobni vnetnim (2). 
Pomembno je, da vemo, da vsaka izpostavljenost sončni svetlobi povzroči spremembe v 
naši koži, ne samo močno poletno sonce. Če se pred njim zavarujemo s kozmetičnimi 
izdelki, ki vsebujejo UV filtre, lahko obremenitev naše kože zmanjšamo do te mere, da 
popravljalni mehanizmi v njej še delujejo. Ko pa enkrat to mero presežemo, se poškodbe 
vedno bolj kopičijo, kar se tudi odraža na našem izgledu. 
Kljub vsemu pa je UV svetloba za naše zdravje tudi koristna, saj je odgovorna za sintezo 
vitamina D in endorfina (6). 
 
 
1.3 ANTIOKSIDANTI 
 
Antioksidant je vsaka snov, ki zavre oksidacijo in vitro in zmanjša oksidativni stres in vivo, 
oz. vsaka snov, ki upočasni, prepreči ali odstrani možnost oksidativne poškodbe tarčne 
molekule. Njihov učinek je odvisen od vrste antioksidanta, mehanizma delovanja, 
sodelovanja z drugimi antioksidanti, absorpcije, presnove, izločanja (če jih vnašamo v telo 
po peroralni poti). So reducenti, se pravi nudijo elektron ali vodikov atom, da se reaktivni 
radikali, s katerimi reagirajo, pretvorijo v nereaktiven oziroma manj reaktiven produkt (2). 
Nastane stabilen radikal, ki oksidacije ne nadaljuje več. Mednje sodijo tudi kelatorji, ki 
vežejo kovinske ione, da ti ne morejo katalizirati radikalskih reakcij. 
Ker oksidacije v našem telesu vedno potekajo, bi bile potrebne zelo velike koncentracije 
antioksidantov za vzdrževanje teh reakcij na dovolj nizki ravni. Doseči je namreč treba, da 
sprožilni radikal reagira z antioksidantom hitreje kot s celično komponento. Telo se je 
temu izognilo z razvojem obnovljivih antioksidantov, ki za obnavljanje (redukcijo 
oksidiranih antioksidantov) porabljajo energijo oziroma reducente (NAD(P)H). Vsi 
antioksidanti so med seboj povezani v mrežo, da ni potrebno obnavljati vsakega posebej. 
Samo na nekaterih mestih mreže poteka obnavljanje določenega antioksidanta z encimi. Na 
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sliki 2 lahko vidimo, da NAD(P)H reduktazam priskrbi vodik, antioksidanti pa omogočajo 
tok elektronov od NAD(P)H do radikalov, ki se reducirajo.  
 
Slika 2: Antioksidativna mreža 
 
Lipidi se ob prisotnosti kisika/radikalov oksidirajo do radikalov. Tokoferol, ki je lipofilen 
antioksidant, se ob reakciji z lipidnim radikalom oksidira, vendar je radikal, ki nastane, 
stabilen, zato se lipidna peroksidacija prekine. Čeprav je nastali radikal stabilen, bi ob 
kopičenju v telesu povzročil novo radikalsko reakcijo, zato je pomembno, da se 
pravočasno regenerira. V bioloških membranah je za to odgovoren koencim Q10, na 
medfazi pa askorbat. Tega regenerira glutation, njega pa s pomočjo encima glutation 
reduktaze molekula NAD(P)H, se pravi celica za vzdrževanje antioksidativne mreže 
porablja energijo. 
 
1.4 RADIKALI  
 
Radikali so spojine, atomi, ioni, ki imajo vsaj en nesparjen elektron v zunanji (valenčni) 
orbitali. So paramagnetne snovi in sodelujejo v nekataliziranih, hitrih reakcijah, ker želijo 
imeti vse elektrone v parih. Reagirajo nespecifično, z najbližjo spojino v okolici. Njihovih 
posledic ne zaznamo takoj. Vidne so šele čez nekaj let, ko se majhne okvare v telesu 
nakopičijo. Z leti tudi njihov nadzor slabi, saj se koncentracija antioksidantov v telesu 
zmanjšuje. 
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Glede na atom, na katerem se nahaja nesparjeni elektron, radikaledelimo na: 
- kisikove (O), 
- dušikove (N), 
- žveplove (S), 
- ogljikove (C). 
Lahko so stabilni, nestabilni ali metastabilni. Metastabilni radikali so obstojni par ur. 
Nestabilni radikali se v organizmu zadržijo le nekaj sekund. Ločimo jih lahko tudi glede na 
število nesparjenih elektronov – monoradikale in biradikale (2). 
V našem telesu je večina radikalov reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) – nastajajo v celicah 
aerobnih organizmov in sprožijo avtokatalitsko reakcijo, kjer se molekula, s katero so 
reagirali, spremeni v radikal in nadaljuje verižno reakcijo (7). 
Radikalske reakcije pa niso vedno škodljive, saj se reaktivni produkti, ki zaradi njih 
nastanejo, lahko porabijo za obrambo pred patogenimi mikroorganizmi, redoks 
signaliziranju … 
Radikali nastajajo v našem telesu in izven njega. V telesu nastajajo pod vplivom notranjih 
dejavnikov, kot so na primer redoks reakcije, encimske reakcije, radikalske reakcije pri 
vnetnih procesih, avtooksidacije, metabolizem, elektroni iz dihalne verige, in zunanjih 
dejavnikov, npr. kajenje, ozon, ultrazvok in elektromagnetna sevanja – UV, IR, vidna 
svetloba in ionizacijsko sevanje. V okolici pa večina radikalov nastane fotokemično, pod 
vplivom UV svetlobe. UVB ima dovolj energije, da homolitsko cepi kovalentno vez in 
povzroči nastanek radikala. Na isti način nastanejo tudi v koži, ki je izpostavljena UV 
svetlobi (2). 
 
1.5 METODE ZA DOLOČEVANJE ANTIOKSIDANTOV V KOZMETIČNIH 
IZDELKIH 
 
Glede na reakcije, ki potečejo metode delimo v dve skupini: metode, ki temeljijo na 
prenosu vodikovega atoma (HAT) in metode, ki temeljijo na prenosu elektrona (ET). Pri 
večini reakcij, ki temeljijo na HAT antioksidant in substrat tekmujeta za peroksilne 
radikale, ki nastanejo pri razpadu azo spojin. Mednje sodijo ORAC (oxygen radical 
absorbance capacity), TRAP (total radical trapping antioxidant parameter) in CBA (crocin 
bleaching assay). Pri metodah, ki temeljijo na ET spremljamo redukcijo oksidanta, ki pri 
tem spremeni barvo. Sprememba barve je odvisna od koncentracije antioksidanta v vzorcu.  
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Mednje sodijo FCR (Folin−Ciocalteu reagent method), TEAC (Trolox equivalence 
antioxidant capacity), FRAP (ferric ion reducing antioxidant power) in DPPH metoda (8). 
 
 
 
1.6 UV-VIS SPEKTROSKOPIJA 
 
Za merjenje absorbance bomo uporabili UV-VIS spektroskopijo. Je ena od najbolj 
osnovnih metod za kvantitativno analizo spojin, ki absorbirajo UV svetlobo v območju 200 
do 300 nm ali vidno svetlobo v območju 380 do 780 nm. Za absorpcijo so odgovorni 
kromofori – deli molekule, ki selektivno absorbirajo svetlobo v vidnem delu spektra in 
tako določajo obarvanost. To so funkcionalne skupine, npr. nitro, amino, karboksilna in 
dvojne ter trojne vezi. Ko njihove šibko vezane elektrone vzbudimo z elektromagnetnim 
valovanjem, preidejo iz osnovnega v vzbujeno stanje. Pri tem je valovna dolžina valovanja, 
ki se je absorbirala, enaka energiji prehoda, kot rezultat pa dobimo UV-VIS spekter. 
Kvantitativne meritve izvajamo pri valovni dolžini absorpcijskega maksimuma.  
Pri postopku je treba upoštevati Beer-Lambertov zakon, ki opisuje absorpcijo svetlobe pri 
prehodu skozi obarvano raztopino ali ne povsem prozorno snov. 
 
Enačba 1: Beer-Lambertov zakon. 
 
A = ε*c*b 
 
A – absorbanca 
ε – molarni absorpcijski koeficient (Lmol⁻1cm⁻1) 
c – koncentracija snovi (molL⁻1) 
b – dolžina kivete (cm) 
 
Absorbanca je po Beer-Lambertovem zakonu v linearnem sorazmerju s koncentracijo in 
potjo žarka. Ta pa velja le, če upoštevamo naslednje pogoje: 
- monokromatska svetloba žarka, 
- homogena porazdelitev molekul v vzorcu, 
- brez razprševanja svetlobe,  
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- brez reakcij v vzorcu, 
- brez reemitiranja absorbirane svetlobe s fluorescenco. 
Teh pogojev pa ni vedno lahko izpolniti. Večina monokromatorjev ima uklonsko mrežico, 
ki deluje pri določenem redu difrakcije – prvem, drugem itd. Interferenčni pogoji mrežice 
določajo, da je pri katerikoli valovni dolžini λ prisotna tudi valovna dolžina višjega reda – 
2λ, 3λ …, vendar pri nižji intenziteti. Se pravi, če je monokromator nastavljen denimo na 
modro-vijolično svetlobo, ki ima valovno dolžino 400 nm, bo žarek vseboval tudi svetlobo 
pri 800 nm. Če vzorec absorbira pri 400 nm, pri 800 nm pa ne, bo meritve neabsorbirane 
svetlobe pri 400 nm zmotila še svetloba pri 800 nm in dobili bomo lažne rezultate. Da bi se 
temu izognili, lahko za monokromator namestimo filter višjega reda, ki zmanjša intenziteto 
svetlobe valovne dolžine višjega reda, skozi pa spusti svetlobo z želeno valovno dolžino. 
Pri nekaterih vzorcih se lahko absorbirani fotoni ponovno emitirajo, kar vidimo kot 
fluorecsenco. Detektor jih zazna, kar lahko privede do lažnih rezultatov. Rešitev je 
postavitev drugega monokromatorja med vzorec in detektor, kar zagotovi, da od vzorca do 
detektorja pride samo merilna svetloba. Cenejša rešitev je povečanje razdalje med vzorcem 
in detektorjem. V tem primeru je transmitirani merilni žarek posnet neodvisno od razdalje 
r, intenziteta fluorescirane svetlobe pa se bo zmanjšala za 1/r², ker se imitira skoraj 
izotropično. Še cenejša rešitev je redčenje vzorca, s čimer se intenziteta transmitirane 
svetlobe poveča, fluorescirane pa zmanjša. 
Težave lahko nastanejo tudi zaradi nezadostno napolnjenih kivet, pri čemer gre del 
merilnega žarka do detektorja nad vzorcem in tako do njega pride s preveliko intenziteto. 
Podobno se lahko zgodi pri uporabi mikrokivet. Te so priročne, ker potrebujemo zelo 
majhen volumen vzorca, saj je odprtina zanje zelo ozka. Zato že manjši premik v levo ali 
desno povzroči, da gre merilni žarek skozi steklene oziroma plastične stene kivete in ne 
skozi del z vzorcem. 
Če vzorec ni homogena raztopina, pride do neželenega sipanja svetlobe. V tem primeru 
lahko pomaknemo vzorec bližje k detektorju. Na ta način detektor zazna več razpršenih 
fotonov, kar da bolj natančne rezultate. Problem pa je, da zazna tudi več fluorescirane 
svetlobe, se pravi je razdalja med vzorcem in detektorjem kompromis med zmanjšanjem 
sipanja in fluoresciranja svetlobe. Pomagamo si lahko tudi z dejstvom, da je sipanje 
svetlobe odvisno od lomnega količnika delcev in topila. Če topilu dodajamo topne 
makromolekule, mu povišamo lomni količnik. Dodajamo jih toliko časa, dokler se ne 
ujema z lomnim količnikom delcev v njem in na ta način izničimo sipanje svetlobe. 
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Pravila in ukrepi, ki dajo čim bolj natančne rezultate: 
- Monokromator nastavimo na 500 nm – valovna dolžina, ki jo najbolje vidimo s 
prostim očesom in preverimo, ali gre pot žarka skozi vzorec. 
- Izmerimo absorbanco brez kivete in vzorca. Graf absorbance v odvisnosti od 
valovne dolžine bi moral biti raven.  
- Blokiramo pot žarka in izmerimo spekter. Absorbanca bi morala biti maksimalna 
pri vseh valovnih dolžinah. Tako vidimo, kaj se zgodi, če skozi vzorec ne pride 
dovolj svetlobe. 
- Uporabimo par enakih kivet, narejenih iz istega materiala in z enako dolžino, 
napolnjenih z istim topilom/pufrom. Tako natančno izmerimo njegovo absorbanco. 
- Ponovno uporabimo par enakih kivet, tokrat damo v eno topilo/pufer, v drugo pa 
vzorec. Če je izmerjena absorbanca večja od 1–2, vzorec razredčimo in ponovimo 
izvedemo meritev. Tako zmanjšamo problem fluorescence in zagotovimo, da 
delamo v območju veljavnosti Beer-Lambertovega zakona. 
- Če redčenje negativno vpliva na vzorec, uporabimo kivete z manjšo dolžino. 
- Če opazimo sipanje svetlobe, premaknemo vzorec bližje k detektorju. 
- Uporabljamo tekoče oziroma raztopljene vzorce, trdni niso primerni. 
- Pazimo, da analit ne reagira s komponentami vzorca ali topilom. 
- Merimo pri valovni dolžini, ki je enaka absorpcijskemu maksimumu, da se 
izognemo prepuščanju večjih valovnih dolžin (9). 
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2 NAMEN DELA 
 
V zadnjem času se vedno več govori o antioksidantih in njihovih blagodejnih učinkih na 
kožo. Problem pa je, da samo iz oglaševanja oziroma ovojnine kozmetičnega izdelka ne 
moremo vedeti, kolikšen delež antioksidantov izdelek vsebuje in kakšno  
antioksidativno kapaciteto ima specifičenizdelek. 
Zato bo namen našega dela prilagoditi metodo DPPH za kvantitativno določanje 
antioksidativne kapacitete izbranih kozmetičnih izdelkov in rezultate med seboj primerjati. 
Metodo bomo prilagodili glede na izdelke: določili bomo optimalno topilo, izbirali bomo 
med prečiščeno vodo, metanolom in etanolom. Za pripravo bistre raztopine vzorcev bomo 
pred določanjem absorbance preizkusili centrifugiranje in filtracijo, pomerili pa jo bomo v 
mikrotitrski ploščici in mikrokiveti. Po postavitvi optimalnih razmer metode bomo 
primerjali antioksidativne kapacitete različnih kozmetičnih izdelkov. 
Metoda DPPH temelji na spektrofotometrični meritvi redukcije 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazila. Iz ugotovljenih absorbanc bomo izračunali EC₅₀, ki predstavlja 
koncentracijo antioksidantov, pri kateri se delež nezreagiranega DPPH zmanjša na 50 %. 
Pri izboru kozmetičnih izdelkov za vključitev v raziskavo bo pomembno, da imajo na 
ovojnini navedeno vsaj eno sestavino z antioksidativnim delovanjem. Najmanjše EC₅₀, se 
pravi največje antioksidativne kapacitete pričakujemo pri izdelkih, ki so namenjeni starejši 
generaciji (na ovojnini označeni s 50+), saj je pri njih koža najbolj zgubana, njihova 
endogena antioksidativna obramba pa upada.  
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
Reagenti in topila: 
- 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil, Alfa Aesar (Nemčija) 
- Etanol, Carlo Erba Reagents (Italija) 
Laboratorijski material: 
- Laboratorijska spatula 
- Merilna bučka (25 mL) 
- Parafilm 
- Steklena palčka 
- Mikropipete (50 µL in 100 µL), Blaubrand IntraMARK 
- Avtomatske pipete Transferpette 1000 µL (Nemčija)  
- Nastavki za pipete 
- Plastične kivete za UV-Vis spektrofotometer za enkratno uporabo Semimikro 1,5 
mL; Brand GMBH (Nemčija) 
- Mikrocentrifugirke 1,5 mL, Eppendorf 
- Mikrotitrske plošče s 96 vdolbinami, Techno Plastic Products 
- vata 
Laboratorijska oprema: 
- Analitska tehtnica AE240, Mettler Toledo (Švica) 
- Vodna kopel z zmožnostjo termostatiranja za rotavapor R-205, Büchi Labortechnik 
AG (Švica)  
- Ultrazvočna kopel Sonis 3, Iskra (Slovenija) 
- Vibracijski stresalnik Mikro+polo, Maribor (Slovenija) 
- Laboratorijska centrifuga MiniCentrifuge GMC-060, neoLab (Koreja)  
- UV-Vis spektrofotometer Cary 50 Conc, Varian (ZDA) 
- Čitalec mikrotitrskih plošč Synergy H4 Hybrid reader, BioTek 
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Za vzorce smo izbrali osem krem za obraz oziroma za okoli oči in dve sončni kremi 
različnih proizvajalcev. V preglednici I so napisane njihove sestavine. Odebeljeno so 
napisane tiste, ki v največji meri izražajo antioksidativne lastnosti, poševno pa so označena 
latinska imena rastlin. 
 
Preglednica I: Izbrani kozmetični izdelki. 
1. 
Cadea Vera CV 
Anti-Age 
Diamond 
Perfection 24h 
Liftingpflege 
 
Ingredients: Aqua, Cocoglycerides, Prunus 
Amygdalus Dulcis Oil (vsebuje vitamin E), 
Potassium Cetyl Phosphate, Coco-Caprilate, 
Cetearyl Alcohol, Hydrogenated Palm 
Glycerides, Glycerin, Caprylic/Capric 
Triglyceride, Tocopheryl Acetate, 
Phenoxyethanol, Panthenol, Synthetic 
Fluorphlogopite, Panicum miliaceum Seed 
Extract (vsebuje vitamin E), Sodium 
Acrilate/Sodium Acryloyldimethyl Taurate 
Copolymer, Polyisobutenes, Benzyl 
Alcohol, Ethylhexylglycerin, Benzyl 
Salicylate, Citric Acid, Perfume, Spilanthes 
Acmella Flower Extract, Sodium 
Hyaluronate, Linalool, Potassium Sorbate, 
Tannic Acid, Lecithin, Citronellol, 
Ascorbyl Palmitate, Tin Oxide, Geraniol, 
Alpha-Isomethyl Ionone, Caprylyl/Capryl 
Glucoside, Glyceril Stearate, Limonene, 
Pantolactone, Glyceryl Oleate, Hexyl 
Cinnamal, CI 77891. 
2. 
Declaré Matcha 
and Aloe Vera 
Mask 
 
 
Aqua, Cetearyl Alcohol, CI 61570, Butylene 
Glycol, Dicaprylyl Carbonate, Theobroma 
Grandiflorum Seed Butter, Pentylene 
Glycol, Steareth-21, Glyceryl Stearate, 
Tocopheryl Acetate, Bisabolol, Ectoin, 
Camellia Sinensis Leaf Extract, 
Hydrolized Linseed Extract, Glyceryl 
Caprylate, Glyceryl Caprate, Aloe 
Barbadensis Leaf Juice Powder, 
Carbomer, Polyglyceryl-2 Laurate, 
Polyglyceryl-10 Laurate, Lecithin, 
Propylene Glycol, Sodium Hydroxide, 
Sodium Ascorbyl Phosphate, Ascorbyl 
Palmitate, Tocopherol, Tetrasodium 
Glutamate Diacetate, Parfum, 
Phenoxyethanol, Sodium Benzoate, CI 19 
140 
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3. 
Nivea Q10 
Power 
 
Aqua, Glycerin, Butyrospermum Parkii 
Butter, Cetearyl Alcohol, Ethylhexyl 
Salicylate, Methylpropanediol, Glyceryl 
Stearate SE, Butyl 
Methoxydibenzoylmethane, Octocrylene, 
C12-15 Alkyl Benzoate, Caprylic/Capric 
Triglyceride, Phenylbenzimidazole Sulfonic 
Acid, Synthetic Beeswax, Ubiquinone, 
Creatine, 1-Methylhydantoin-2-Imide, 
Tocopheryl Acetate, Xanthan Gum, 
Carbomer, Dimethicone, Trisodium EDTA, 
Ethylhexylglycerin, Sodium Hydroxide, 
Phenoxyethanol, Benzyl Alcohol, 
Limonene, Parfum 
4. 
CadeaVera Vital 
35+ Anti-Falten 
Q10 
Augencreme 
 
 
Aqua, Cetearyl Alcohol, Cetearyl Alcohol, 
Macadamia Ternifolia Seed Oil, Butylene 
Glycol, Squalane, Glycine Soja (Soybean) 
Oil, Persea Gratissima (Avocado) Oil, 
Butyrospermum Parkii (Shea) Butter, 
Cetearyl Glucoside, Tocopheryl Acetate 
(Vitamin E), Panthenol, Phenoxyethanol, 
Magnesium Aluminum Silicate, Sodium 
Cetearyl Sulfate, Ethylhexylglycerin, 
Xanthan Gum, Citrus Paradisi 
5. 
Lavozon pena za 
sončenje 
 
Aqua, Octocrylene, Alcohol Denat., 
Glycerin, C12-15 Alkyl Benzoate, 
Ethylhexyl Salicylate, Butyl 
Metoxydibenzoylmethane, Butane, 
Dicaprylyl Ether, Propane, VP/Hexadecene 
Copolymer, Triacontanyl PVP, Bis-
Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl 
Triazine, Tocopheryl Acetate, 
Phenylbenzimidazole Sulfonic Acid, Coco-
Glucoside, Microcrystalline Cellulose, 
Caprylyl Glycol, Parfum, Acrylates/C10-30 
Alkyl Acrylate Crosspolymer, 
Galactoarabinan, Ethylhexylglycerin, 
Disodium EDTA, Cellulose Gum, Xanthan 
Gum, Tocopherol 
6. 
Afrodita Argan 
nočna krema 
 
Aqua, Helianthus Annuus Seed Oil, 
Isopropyl Palmitate, Cera Alba, 
Polyglyceryl-2 Dipolyhydroxystearate, 
Polyglyceryl-3 Diisostearate, 
Butyrospermum Parkii Butter, Argania 
Spinosa Kernel Oil, Simmondsia 
Chinensis Seed Oil, Tocopheryl Acetate, 
Glycerin, Zinc Stearate, Magnesium Sulfate, 
Hydrogenated Castor Oil, Allantoin, 
Retinyl Palmitate, Caprylic/Capric 
Triglyceride, Tocopherol, Parfum, 
Dehydroacetic Acid, Benzyl Alcohol, 
Propylene Glycol, BHT, Ascorbyl 
Palmitate, Glyceryl Stearate, Citric Acid 
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7. 
Nivea Vital Soja 
Anti-Age Eye 
Cream 
 
Aqua, Glycerin, Ricinus Communis Seed 
Oil, Caprylic/Capric Triglyceride, 
Methylpropanediol, Glyceryl Stearate, 
Isopropyl Palmitate, Cetyl Alcohol, C12-15 
Alkyl Benzoate, Octyldodecanol, Glycine 
Soja Germ Extract, Tocopheryl Acetate, 
Potassium Cetyl Phosphate, Hydrogenated 
Palm Glycerides, Sodium Carbomer, 
Trisodium EDTA, Ethylhexylglycerin, 
Phenoxyethanol, Methylparaben, BHT, CI 
77891 
8. 
Lavozon krema 
za sončenje 
 
Aqua, Octocrylene, C12-15 alkyl benzoate, 
Glycerin, Alcohol Denat, Butyl 
Methoxydibenzoylmethane, Dicaprylyl 
Carbonate, Titanium Dioxide, Tricontanyl 
pvpVP/Eicosene Copolymer, 
Phenoxyethanol, Panthenol, Tocopheryl 
Acetate, Acrylates/C10-30 alkyl acrylate 
crosspolymer, Parfum, Aminomethyl 
propanol, Coco-glucoside, Xanthan Gum, 
Disodium EDTA, Dimethicone, Citral, 
Benzyl Alcohol, Linalool, Citronellol, 
Tocopherol 
9. 
Sans Soucis 
Anti-Blemish 
Creme - Aqua 
Clear Skin 
 
 
Aqua, SD Alcohol, 39-C (Alcohol denat.), 
Loess, Zinc Oxide, Propilene Glycol, 
Poliacrilamide, C13-14 Isoparaffin, 
Glycyrrhiza Glabra Root Extract, Usnea 
Barbata Extract (vsebuje vit. C), Piroctone 
Olamine, Lactic Acid, Laureth-7, 
Tromethamine, Salicylic Acid 
10. 
Collistar Special 
Normal And Dry 
Skin 
 
Aqua, Propylene Glycol, Glycerin, PEG-40 
Hydrogenated Castor Oil, Citric Acid, 
Phenoxyethanol, Potassium Sorbate, 
Sodium Hydroxide, Benzophenone-4, 
Disodium EDTA, Parfum, Hamamelis 
Virginiana Leaf Water, Panthenol, Tilia 
Cortada Flower Extract, Centaurea 
Cyanus Flower Extract, Retinyl 
Palmitate, Thiamine HCl, Niacinamide, 
Tocopheryl Acetate, Butylene Glycol, 
Helianthus Annuus Seed Oil, Biotin, 
Ethylhexylglycerin, Tocopherol, CI 16255, 
Alpha-Isomethyl Ionone, Butylphentyl 
Methylpropional, Citronellol, Hexyl 
Cinnamal 
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3.2 METODE 
 
1,1-DIFENIL-2-PIKRILHIDRAZILNA METODA 
 
Opis metode 
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil, skrajšano DPPH, je stabilen radikal v obliki vijoličastega 
praška z absorpcijskim maksimumom pri 517 nm. Uporabljamo ga pri metodi za 
vrednotenje antioksidativne kapacitete. Ta je enostavna, hitra in ugodna iz cenovnega 
vidika. DPPH ima sposobnost, da se prosti elektron delokalizira po molekuli in zato ne 
tvori dimerov kot večina drugih radikalov. Ko pride v stik z molekulo antioksidanta, DPPH 
sprejme elektron ali vodikov atom in nastane njegova reducirana oblika – 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazin oziroma DPPH2. Pri tem se barva spremeni iz vijolične v rumeno, kar nam 
omogoči vizualno spremljanje reakcije (slika 3). Ker DPPH reagira z antioksidantom, se 
njegova koncentracija v raztopini čez čas niža, kar se odraža tudi v znižanju absorbance. 
Zato lahko koncentracijo zreagiranega DPPH in posledično antioksidativno kapaciteto 
določimo posredno s spektofotometričnimi meritvami absorbance (10). Kot rezultat 
podamo efektivno koncentracijo EC50, ki predstavlja koncentracijo antioksidanta, pri kateri 
se delež nezreagiranega DPPH zmanjša na 50 %. Reakcija po navadi poteče po 20 do 30 
minutah (11). Slika 3 predstavlja redukcijo 1,1-difenil-2-pikrilhidrazila, ko molekula 
antioksidanta (A-H) odda vodikov atom molekuli DPPH in se pri tem sama spremeni v 
radikal (A•). Barva reakcijske raztopine se spremeni iz vijolične v rumeno. 
 
 
 
Slika 3: Redukcija 1,1-difenil-2-pikrilhidrazila. 
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Različice metode 
Skozi čas se je razvilo več različic DPPH metode, prva pa je bila Bloisova. Marsden Blois 
je kot modelni antioksidant uporabil aminokislino cistein, ki vsebuje tiolno skupino. 
Reakcijo je zapisal tako, da Z• predstavlja molekulo DPPH, RSH pa cistein: 
 
Z• + RSH → ZH + RS• 
 
Radikal RS•, ki nastane, reagira z molekulo iste vrste in nastane: 
 
RS• + RS• → RS-RS 
 
Iz tega so ugotovili, da dve molekuli cisteina reducirata dve molekuli DPPH, kar pomeni 
stehiometrijo 1 : 1. Če ima molekula dve sosednji mesti za abstrakcijo vodikovega atoma, 
je stehiometrija 2 : 1, saj ena molekula antioksidanta reducira dve molekuli DPPH. Tak 
primer je askorbinska kislina. 
Obstaja več različic metode, vendar je pri vseh treba upoštevati določene smernice. 
Volumna raztopine DPPH in raztopine antioksidanta morata biti v razmerju 1 : 1. Kivete, v 
katerih merimo absorbanco, so lahko plastične za enkratno uporabo, saj topila, ki jih 
navadno uporabljamo pri tej metodi (metanol, etanol), z njimi ne reagirajo. Metanol in 
etanol ne vplivata bistveno na reakcijo, medtem ko je redukcija DPPH v vodi ali acetonu 
manjša. Po Bloisovi metodi moramo pH raztopine vzdrževati pri vrednostih 5,0 do 6,5 s 
pomočjo acetatnega pufra, vendar danes to opuščamo, saj vloga pH v organskih topilih še 
ni čisto raziskana. Koncentracija DPPH v kiveti mora biti takšna, da bo izmerjena 
absorbanca pod 1,0. Čas reakcije je v originalni metodi določen na 30 minut, česar se 
večinoma držimo še danes. Hitrost reakcije je odvisna od vzorca, zato je najbolje, da jo 
spremljamo, dokler ne poteče do konca (10). 
 
V raziskavi o tem, kako spreminjanje pogojev pri izvedbi DPPH metode vpliva na 
rezultate, so razlike znotraj iste metode pokazale, da topilo vpliva na sposobnost 
antioksidanta, da odstranjuje radikale. Ugotovili so, da je reaktivnost antioksidanta odvisna 
od njegovih interakcij s topilom. Tako je bila najvišja določena antioksidativna kapaciteta 
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iste snovi v pufru s pH 7,4 za več kot 100 % višja kot v metanolu, vodi ali v pufru s pH 
5,0.  
Topilo je odgovorno za prenos elektronov in vodikovih atomov, kar je značilno za 
zaporedno izgubo protona in prenos elektrona (SPLET, sequential proton loss electron 
transfer), prenos vodikovega atoma (HAT, hydrogen atom transfer) in druge mehanizme 
reakcije antioksidantov z radikali (12, 13).  
 
 
Priprava raztopin DPPH 
V 25-mililitrsko merilno bučko smo zatehtali 6,90 mg kristalov DPPH, do polovice 
napolnili z etanolom in jih raztopili s pomočjo ultrazvočne kopeli. Nato smo bučko z 
etanolom dopolnili do oznake in jo rahlo pretresli. Tako pripravljena osnovna raztopina je 
imela koncentracijo 700 µM. 5 mL osnovne raztopine smo nato s pipeto prenesli v drugo 
25-mililitrsko merilno bučko, jo z etanolom dopolnili do oznake in rahlo pretresli. Tako 
pripravljena delovna raztopina ima koncentracijo 140 µM. Bučke smo zavili v aluminijasto 
folijo, da so bile raztopine zaščitene pred svetlobo. Osnovno raztopino smo shranili v 
hladilniku, da smo iz nje lahko naredili novo delovno raztopino. Hranili smo jo največ en 
dan, kasneje pa smo pripravili svežo raztopino DPPH. 
 
Merjenje gostote kozmetičnih izdelkov 
Kozmetičnim izdelkom smo najprej določili gostoto, da smo lahko v naslednjem koraku 
(priprava vzorcev) za vsako zatehto izračunali pripadajoč volumen in 1,5-mililitrsko 
mikrocentrifugirko ustrezno napolnili s topilom do 750 µl. 
Večina izdelkov je bila v obliki emulzije. Ker je bila njihova viskoznost zelo visoka, jih 
nismo mogli napolniti v merilni valj, zato smo uporabili kapilare volumna 50 µL ali 100 
µL. Najprej smo stehtali in z ravnilom izmerili dolžino prazne kapilare, nato pa smo jo s 
pomočjo brizge in silikonske cevke napolnili z vzorcem, jo ponovno stehtali in izmerili 
dolžino napolnjenega dela. Iz razlike mas polne in prazne kapilare smo dobili maso 
kozmetičnega izdelka. Volumen smo izračunali s križnim računom, in sicer s pomočjo 
podatkov za dolžino in volumen kapilare. Iz teh podatkov smo izračunali gostoto vzorca: 
Enačba 2: Izračun gostote kozmetičnega izdelka. 
 
ρ = m/V 
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ρ – gostota vzorca 
m – masa vzorca v kapilari 
V – volumen vzorca v kapilari 
 
V preglednici Ⅱ so zbrani podatki, potrebni za izračun gostote vzorcev. 
 
Preglednica II: Mase praznih in polnih kapilar, izračunane mase vzorcev, dolžine kapilar in dolžine vzorcev 
v njih, izračunani volumni vzorcev in izračunane gostote kozmetičnih izdelkov. 
Vzorec Prazna 
kapilara 
[mg] 
Polna 
kapilara 
[mg] 
Masa 
vzorca 
[mg] 
Dolžina 
kapilare 
[mm] 
Dolžina 
vzorca v 
kapilari 
[mm] 
Volumen 
vzorca 
[µL] 
Gostota 
[mg/µL] 
1 334,31 384,43 50,12 86,00 88,00 51,16 0,9797 
2 317,7 368,4 50,76 85,00 87,00 51,18 0,9918 
3 267,3 369,5 102,2 61,00 60,00 98,36 1,039 
4 265,3 355,9 90,59 61,00 57,00 93,41 0,9698 
5 / / / / / / 1,000 
6 267,1 328,6 61,52 61,00 38,00 62,30 0,9870 
7 325,9 374,3 48,43 85,00 84,00 49,41 0,9802 
8 323,9 374,7 50,79 85,00 86,50 50,88 0,9982 
9 337,28 363,42 26,14 85,00 44,00 25,88 1,010 
10 11756,47 16569,83 4813,36 / / 4,900 0,9823 
 
Vzorec 5 je bil, ko smo ga iztisnili iz embalaže, v obliki pene. Množice majhnih 
mehurčkov pri predpripravi vzorca nismo mogli odstraniti, kar je onemogočalo določitev 
gostote. Za gostoto vzorca 5 smo zato upoštevali vrednost 1.  
Vzorec 10 je imel zelo nizko viskoznost, zato je bilo njegovo gostoto lažje določati v 
merilnem valju kot s kapilaro. Stehtali smo prazen merilni valj, vanj napolnili približno 
5 mL izdelka in ga ponovno stehtali. Tako smo določili maso izdelka. Čez merilni valj smo 
dali parafilm in ga segreli na vodni kopeli pri 50 °C, da smo odstranili vse mehurčke 
nastale pri odmerjanju vzorca. Nato smo vzorec ohladili na sobno temperaturo in odčitali 
prostornino ter iz dobljenih podatkov izračunali gostoto. 
 
Priprava vzorcev 
18 
 
Pripravili smo šest vzorcev vsakega kozmetičnega izdelka z različnimi koncentracijami, v 
katere smo dodali raztopino DPPH, in šest slepih vzorcev, v katere smo dodali samo topilo. 
V 1,5-mililitrske plastične mikrocentrifugirke smo zatehtali 7,5 mg, 15 mg, 22,5 mg, 45 
mg, 67,5 mg, 90 mg kozmetičnega izdelka. Iz predhodno določene gostote smo izračunali 
volumen. 
 
V obeh ponovitvah smo kivete napolnili s topilom do polovice (750 µL), nato smo prvi  
dodali še 750 µL topila, drugi pa 750 µl delovne raztopine DPPH. Vzorce smo za 15 min 
postavili na vodno kopel pri 50 °C, nato smo jih premešali na vibracijskem stresalniku in 
inkubirali 75 min na sobni temperaturi zaščitene pred svetlobo. Po inkubaciji smo vzorce 5 
min centrifugirali pri 6600 obratov na minuto. 
 
Izračun masne koncentracije:  
Enačba 4: Izračun koncentracije vzorca. 
 
c = m/V 
 
c – koncentracija vzorca z DPPH 
m – masa zatehtanega vzorca 
V – volumen vzorca z DPPH 
 
Merjenje absorbance 
Absorbanco smo merili z UV-VIS spektofotometrom. Meritve smo izvajali pri 517 nm. 
Izmerili smo tudi absorbanco topila in delovne raztopine DPPH, ki smo jo redčili s topilom 
v razmerju 1 : 1. Te vrednosti sm odšteli od vsake meritve posameznega vzorca. Merili 
smo na dva načina: 
- V mikrotitrski plošči s 96 vdolbinami: v tri vdolbine mikrotitrske plošče smo 
odpipetirali po 300 µL vsake koncentracije vzorca z DPPH in slepega vzorca. 
Absorbanco smo izmerili s čitalcem mikrotitrskih plošč Synergy™ H4 Hybrid 
Reader in programom Gen5. 
- V plastičnih kivetah za UV-VIS spektofotometer za enkratno uporabo (1,5 mL): v 
vsako kiveto smo odpipetirali celoten vzorec in slepe vzorce ter vsakemu izmerili 
absorbanco. To smo naredili s programom Cary WinUV. 
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Iz ugotovljenih absorbanc smo izračunali končno absorbanco tako, da smo od absorbance 
vzorca z delovno raztopino DPPH odšteli absorbanco slepega vzorca pri isti koncentraciji 
kozmetičnega izdelka. 
Enačba 5: Izračun končne absorbance vzorca. 
 
A = A(v) – A(s) 
 
A – končna absorbanca 
A(v) – absorbanca vzorca z DPPH 
A(s) – absorbanca slepega vzorca 
 
Izračun % nezreagiranega DPPH 
Absorbanca, ki smo jo izmerili delovni raztopini DPPH, razredčeni s topilom v razmerju 
1 : 1, predstavlja nezreagiran DPPH, saj ne vsebuje vzorca oziroma antioksidantov, ki bi z 
njim reagirali (koncentracija vzorca = 0). I(%) je v tem primeru 100. Pri ostalih 
koncentracijah smo odstotek nezreagiranega DPPH izračunali po naslednji enačbi: 
Enačba 6: Izračun % nezreagiranega DPPH. 
 
I(%) = (A(v)/A(DPPH)) × 100 
 
I(%) – odstotek nezreagiranega DPPH 
A(v) – absorbanca vzorca 
A(DPPH) – absorbanca delovne raztopine DPPH, razredčene s topilom v razmerju 1 : 1 
 
Izračun EC₅₀ in SE: EC₅₀ predstavlja koncentracijo antioksidantov, pri kateri se odstotek 
nezreagiranega DPPH zmanjša na 50 %. Najprej smo s programom Excel narisali graf 
deleža nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca. Iz podatkov o 
regresijski premici smo izračunali EC₅₀. 
Standardno napako smo izračunali s pomočjo statistične funkcije STEXY v programu 
Excel. 
Enačba 7: Izračun standardne napake: 
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𝑆𝐸 = √
1
(𝑛 − 2)
(∑(𝑦 − 𝑦)2 −
(∑(𝑥 − 𝑥)(𝑦 − 𝑦))2
∑(𝑥 − 𝑥)2
) 
 
n – velikost vzorca 
y – matrika ali obseg odvisnih podatkovnih točk 
ӯ – vzorčna srednja vrednost y 
x – matrika ali obseg neodvisnih podatkovnih točk 
?̅? – vzorčna srednja vrednost x 
 
Končne rezultate smo podali kot EC₅₀ ± SE in jih primerjali med seboj. Nižja EC₅₀ 
pomeni večjo antioksidativno kapaciteto kozmetičnega izdelka, saj je bila potrebna manjša 
koncentracija antioksidantov oziroma kozmetičnega izdelka, da je zreagiralo 50 % DPPH. 
 
Optimizacija metode 
Velikproblem pri pripravi vzorcevje bil, da se delci vzorca po inkubaciji niso posedli na 
dno mikrocentrifugirke. Ko smo odpipetirali supernatant, smo zraven zajeli še delce 
vzorca, ki so motili meritve absorbance, saj so sipali svetlobo. Da bi to odpravili, smo 
morali izbrati optimalno topilo. V prečiščeni vodi so se vzorci popolnoma suspendirali, 
vendar so bile suspenzije zelo motne, DPPH pa v njej ni bil topen, zato meritve niso bile 
mogoče. V etanolu so se delci vzorcev bolje posedali kot v metanolu, zato smo za 
nadaljnjo pripravo vzorcev uporabljali etanol. Kljub temu pa se niso posedli vsi delci, zato 
smo poskusili povečati čas centrifugiranja s treh na pet minut. Tudi to ni imelo želenega 
učinka, zato smo poskusili še s filtriranjem. Vzorce smo filtrirali, tako da smo v nastavek 
za pipetiranje vstavili kos vate, v katerega so se ujeli delci vzorca in supernatant v 
vdolbinah mikrotitrske plošče oziroma v kivetah je bil bister, kar nam je omogočilo 
nemotene meritve absorbance. 
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4 REZULTATI 
Rezultati so v tem poglavju predstavljeni grafično. Podatki, ki so podlaga za izris grafov, 
so prikazani v preglednicah v dodatku. 
 
4.1 Vzorec 1 
 
Slika 4 prikazuje delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi 
meritev absorbance v mikrotitrski plošči. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, prikazuje 
pPreglednica XXII v dodatku.  
 
Slika 4: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v 
mikrotitrski plošči za vzorec št. 1. 
 
Preglednica III prikazuje izračun EC₅₀ pri upoštevanju SE.  
 
Preglednica III: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SE in STEXY za vzorec 1. 
EC₅₀ [mg/ml] STEXY SE EC₅₀ ± SE 
[mg/mL] 
34,95 2,284 1,666 34,95 ± 1,666 
Slika 5 prikazuje delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi 
meritev absorbance v kivetah. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, prikazuje pPreglednica 
XXIII v dodatku.  
y = -1,3708x + 97,91
R² = 0,992
0
20
40
60
80
100
120
0 10 20 30 40 50%
 n
ez
re
ag
ir
an
eg
a 
D
P
P
H
Koncentracija [mg/ml]
22 
 
 
Slika 5: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v kivetah 
za vzorec 1. 
Preglednica IV prikazuje izračun EC₅₀ pri upoštevanju SE.  
Preglednica IV: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SE in STEXY za vzorec 1. 
EC₅₀ [mg/mL] STEXY SE EC₅₀ ± SE [mg/mL] 
30,75 6,840 4,875 30,75 ± 4,875 
 
4.2 Vzorec 2 
Absorbanco smo najprej izmerili pri koncentracijah 0 do 60 mg/mL, vendar je bila 
antioksidativna kapaciteta vzorca previsoka, zato smo ponovne meritve izvedli pri 
prilagojenih, nižjih koncentracijah. 
Slika 6 prikazuje graf nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca na 
podlagi meritev absorbance v mikrotitrski plošči. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, 
prikazuje Preglednica XXIV v Dodatku. 
 
 
Slika 6: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v 
mikrotitrski plošči za vzorec št. 2. 
 
Preglednica V prikazuje izračun EC₅₀pri upoštevanju SE. 
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Preglednica V: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SE in STEXY v vzorcu št. 2. 
EC₅₀ [mg/ml] STEXY SE EC₅₀ ± SE [mg/ml] 
13,69 14,54 6,409 13,69 ± 6,409 
Slika 7 prikazuje delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi 
meritev absorbance v kivetah. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, prikazuje Preglednica 
XXVPreglednica XXIII v dodatku.  
 
Slika 7: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v kivetah 
za vzorec št. 2. 
 
Preglednica VI prikazuje izračun EC₅₀ pri upoštevanju SE. 
Preglednica VI: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SEin STEXY v vzorcu št. 2. 
EC₅₀ [mg/ml] STEXY SE EC₅₀ ± SE [mg/ml] 
14,31 11,16 5,143 14,31 ± 5,143 
 
4.3 Vzorec št. 3 
 
Slika 8 prikazuje graf nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca na 
podlagi meritev absorbance v mikrotitrski plošči. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, 
prikazuje Preglednica XXVI v dodatku. 
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Slika 8: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v 
mikrotitrski plošči za vzorec št. 3. 
 
Preglednica VII prikazuje izračun EC₅₀ pri upoštevanju SE. 
 
Preglednica VII: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SE in STEXY v vzorcu št. 3. 
EC₅₀ [mg/ml] STEXY  SE EC₅₀ ± SE [mg/ml] 
93,47 1,963 3,621 93,47 ± 3,621 
Slika 9 prikazuje graf nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca na 
podlagi meritev absorbance v kivetah. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, prikazuje 
Preglednica XXVII v dodatku. 
 
Slika 9: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v kivetah 
za vzorec št. 3. 
 
Preglednica VIII prikazuje izračun EC₅₀ pri upoštevanju SE. 
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Preglednica VIII: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SEin STEXY v vzorcu št. 3. 
EC₅₀ [mg/ml] STEXY SE EC₅₀ ± SE [mg/ml] 
74,83 4,055 7,107 74,83 ± 7,107 
 
4.4 Vzorec št. 4 
 
Slika 10 prikazuje graf nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca na 
podlagi meritev absorbance v mikrotitrski plošči. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, 
prikazuje Preglednica XXVIII v dodatku. 
 
Slika 10: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v 
mikrotitrski plošči za vzorec št. 4. 
 
Preglednica IX prikazuje izračun EC₅₀ pri upoštevanju SE. 
 
Preglednica IX: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SE in STEXY v vzorcu št. 4. 
EC₅₀ [mg/ml] STEXY SE EC₅₀ ± SE [mg/ml] 
44,37 1,261 1,142 44,37 ± 1,142 
Slika 11 prikazuje graf nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca na 
podlagi meritev absorbance v kivetah. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, prikazuje 
Preglednica XXIX v dodatku. 
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Slika 11: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v kivetah 
za vzorec št. 4. 
 
Preglednica X prikazuje izračun EC₅₀ pri upoštevanju SE. 
 
Preglednica X: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SE in STEXY v vzorcu št. 4. 
EC₅₀ [mg/ml] STEXY SE EC₅₀ ± SE[mg/ml] 
43,60 4,778 4,454 43,60 ± 4,454 
 
4.5 Vzorec št. 5 
 
Slika 12 prikazuje graf nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca na 
podlagi meritev absorbance v mikrotitrski plošči. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, 
prikazuje Preglednica XXX v dodatku. 
 
Slika 12: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v 
mikrotitrski plošči za vzorec št. 5. 
 
Preglednica XI prikazuje izračun EC₅₀ pri upoštevanju SE. 
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Preglednica XI: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SE in STEXY v vzorcu št. 5. 
EC₅₀ [mg/ml] STEXY SE EC₅₀ ± SE [mg/ml] 
58,81 7,524 11,15 58,81 ± 11,15 
 
Slika 13 prikazuje graf nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca na 
podlagi meritev absorbance v kivetah. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, prikazuje 
Preglednica XXXI v dodatku.  
 
Slika 13: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v kivetah 
za vzorec št. 5. 
 
Preglednica XII prikazuje izračun EC₅₀ pri upoštevanju SE. 
 
Preglednica XII: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SE in STEXY v vzorcu št. 5. 
EC₅₀ [mg/ml] STEXY SE EC₅₀ ± SE [mg/ml] 
48,91 7,651 8,790 48,91 ± 8,790 
 
4.6 Vzorec št. 6 
 
Slika 14 prikazuje graf nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca na 
podlagi meritev absorbance v mikrotitrski plošči. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, 
prikazuje Preglednica XXXII v dodatku. 
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Slika 14: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v 
mikrotitrski plošči za vzorec št. 6. 
 
Preglednica XIII prikazuje izračun EC₅₀ pri upoštevanju SE. 
 
Preglednica XIII: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SE in STEXY v vzorcu št. 6. 
EC₅₀ [mg/ml] STEXY SE EC₅₀ ± SE [mg/ml] 
29,95 5,345 3,645 29,95 ± 3,645 
 
Slika 15 prikazuje graf nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca na 
podlagi meritev absorbance v kivetah. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, prikazuje 
Preglednica XXXIII v dodatku. 
 
Slika 15: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v kivetah 
za vzorec št. 6. 
 
Preglednica XIV prikazuje izračun EC₅₀ pri upoštevanju SE. 
 
Preglednica XIV: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SE in STEXY v vzorcu št. 6. 
EC₅₀ [mg/ml] STEXY SE EC₅₀ ± SE [mg/ml] 
33,03 8,476 6,779 33,03 ± 6,779 
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4.7 Vzorec št. 7 
 
Absorbanco smo najprej izmerili pri koncentracijah 0 do 60 mg/ml, vendar je bila 
antioksidativna kapaciteta vzorca previsoka, zato smo ponovne meritve izvedli pri 
prilagojenih, nižjih koncentracijah. 
Slika 16 prikazuje graf nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca na 
podlagi meritev absorbance v mikrotitrski plošči. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, 
prikazuje Preglednica XXXIV v dodatku. 
 
Slika 16: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v 
mikrotitrski plošči za vzorec št. 7. 
 
Preglednica XV prikazuje izračun EC₅₀ pri upoštevanju SE. 
 
Preglednica XV: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SE in STEXY v vzorcu št. 7. 
EC₅₀ [mg/ml] STEXY SE EC₅₀±SE [mg/ml] 
8,188 4,002 0,7485 8,188 ± 0,7485 
 
Slika 17 prikazuje graf nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca na 
podlagi meritev absorbance v kivetah. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, prikazuje 
Preglednica XXXV v dodatku. 
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Slika 17: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v kivetah 
za vzorec št. 7. 
 
Preglednica XVI prikazuje izračun EC₅₀ pri upoštevanju SE. 
 
Preglednica XVI: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SE in STEXY v vzorcu št. 7. 
EC₅₀ [mg/ml] STEXY SE EC₅₀ ± SE [mg/ml] 
8,492 3,869 0,6197 8,492 ± 0,6197 
 
4.8 Vzorec št. 8 
 
Slika 18 prikazuje graf nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca na 
podlagi meritev absorbance v mikrotitrski plošči. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, 
prikazuje Preglednica XXXVI v dodatku. 
 
Slika 18: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v 
mikrotitrski plošči za vzorec št. 8. 
 
Preglednica XVII prikazuje izračun EC₅₀ pri upoštevanju SE. 
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Preglednica XVII: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SE in STEXY v vzorcu št. 8. 
EC₅₀ [mg/ml] STEXY SE EC₅₀±SE [mg/ml] 
28,23 10,49 7,592 28,23 ± 7,592 
 
Slika 19 prikazuje graf nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca na 
podlagi meritev absorbance v kivetah. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, prikazuje 
Preglednica XXXVII v dodatku.  
 
Slika 19: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v kivetah 
za vzorec št. 8. 
 
Preglednica XVIII prikazuje izračun EC₅₀ pri upoštevanju SE. 
 
Preglednica XVIII: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SE in STEXY v vzorcu št. 8. 
EC₅₀ [mg/ml] STEXY SE EC₅₀ ± SE 
[mg/ml] 
25,48 13,50 8,233 25,48 ± 8,233 
 
4.9 Vzorec št. 9 
 
Slika 20 prikazuje graf nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca na 
podlagi meritev absorbance v mikrotitrski plošči. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, 
prikazuje Preglednica XXXIX v dodatku. 
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Slika 20: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v 
mikrotitrski plošči za vzorec št. 9. 
Vzorec št. 9 ne izkazuje antioksidativnih lastnosti z izbrano meritveno metodo. 
Slika 21 prikazuje graf nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca na 
podlagi meritev absorbance v kivetah. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, prikazuje 
Preglednica XXXIX v dodatku. 
 
Slika 21: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v kivetah 
za vzorec št. 9. 
 
Preglednica XIX prikazuje izračun EC₅₀ pri upoštevanju SE. 
 
Preglednica XIX: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SE in STEXY v vzorcu št. 9. 
EC₅₀ [mg/ml] STEXY SE EC₅₀ ± SE [mg/ml] 
293,1186 1,154351 6,949733 293,1 ± 6,950 
 
 
4.10 Vzorec št. 10 
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Slika 22 prikazuje graf nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca na 
podlagi meritev absorbance v mikrotitrski plošči. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, 
prikazuje Preglednica XL v dodatku. 
 
Slika 22: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v 
mikrotitrski plošči za vzorec št. 10. 
Vzorec št. 10 ne izkazuje antioksidativnih lastnosti z izbrano meritveno metodo. 
Slika 23 prikazuje graf nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije vzorca na 
podlagi meritev absorbance v kivetah. Podatke, ki so podlaga za izris grafa, prikazuje 
Preglednica XLI v dodatku.. 
 
Slika 23: Delež nezreagiranega DPPH v odvisnosti od koncentracije na podlagi meritev absorbance v kivetah 
za vzorec št. 10. 
 
Preglednica XX prikazuje izračun EC₅₀ pri upoštevanju SE. 
 
Preglednica XX: Izračun efektivne koncentracije EC₅₀ ob upoštevanju SE in STEXY v vzorcu št. 10. 
EC₅₀ [mg/ml] STEXY SE EC₅₀ ± SE [mg/ml] 
808,3 0,4969 8,672 808,3±8,672 
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5 RAZPRAVA 
Na ovojnini kozmetičnih izdelkov so navedene sestavine v padajočem vrstnem redu glede 
na njihovo maso v času procesa izdelave kozmetičnega izdelka. (14) Masa ni navedena, 
zato ne vemo, kolikšen delež sestavin z antioksidativnim delovanjem vsebuje izdelek. 
Izdelke smo izbrali povsem naključno. Vsem je skupno le to, da vsebujejo vsaj eno 
sestavino z antioksidativnim delovanjem in da se uporabljajo za nego obraza. Kot vidimo, 
se vrednosti EC₅₀ med njimi precej razlikujejo. Najvišjo efektivno koncentracijo EC50 in s 
tem najmanjšo antioksidativno kapaciteto ima kozmetični izdelek 3, najnižjo efektivno 
koncentracijo EC50 in s tem najvišjo antioksidativno kapaciteto pa kozmetični izdelek 7. 
Kozmetična izdelka 9 in 10 antioksidativnih lastnosti ne izkazujeta. 
 
V Preglednica XXII vidimo, da sta pri najvišji koncentraciji izračunana absorbanca in 
posledično % nezreagiranega DPPH negativna. Vrednost je majhna in v okviru 
eksperimentalne napake, zato tega podatka nismo upoštevali pri izračunu EC₅₀. Pri 
izračunih smo izpustili tudi tiste koncentracije vzorcev, ki imajo delež nezreagiranega 
DPPH pod 20 %, saj te točke niso več v linearnem območju metode in se začnejo 
približevati abscisni osi. 
 
Primerjava efektivnih koncentracij EC₅₀ 
Slika 24 prikazuje graf vrednosti EC₅₀ vseh desetih analiziranih kozmetičnih izdelkov. 
Modri stolpci prikazujejo vrednosti EC₅₀, izračunane na podlagi meritev absorbanc s 
čitalcem mikrotitrskih plošč, oranžni pa na podlagi meritve absorbanc v kivetah za 
enkratno uporabo. 
Slika 25 prikazuje graf vrednosti EC₅₀ prvih osmih analiziranih kozmetičnih izdelkov zaradi 
boljše preglednosti. 
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Slika 24: Efektivne koncentracije (EC₅₀) vseh izbranih kozmetičnih izdelkov. 
 
Slika 25: Efektivne koncentracije (EC₅₀) prvih osmih izbranih kozmetičnih izdelkov in SE. 
Iz grafov je razvidno, da so EC₅₀, določene na podlagi meritev absorbance v kivetah, v 
večini primerov manjše kot tiste, določene na podlagi meritev s čitalcem mikrotitrskih 
plošč. Da bi ugotovili, ali je razlika statistično značilna smo podatke analizirali s testom t. 
Enačba 8: izračun parnega t testa za odvisne vzorce. 
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𝑑 – aritmetična sredina razlik med obema podatkoma v parih 
𝑠𝑑 – standardna deviacija razlik 
𝑛 – število parov 
 
 
Enačba 9: izračun standardne deviacije razlik. 
𝑠𝑑 =
√∑ 𝑑
2 −
(∑ 𝑑)
2
𝑛
𝑛 − 1
 
𝑠𝑑 – standardna deviacija razlik 
𝑑2 – kvadrat razlik med obema podatkoma v parih 
𝑛 – število parov 
Preglednica XXI prikazuje zbrane podatke potrebne za izračun parnega t testa za odvisne 
vzorce. 
Preglednica XXI: Efektivne koncentracije izračunane na podlagi izmerjenih absorbanc v mikrotitrskih ploščah in v 
kivetah, razlike med obema podatkoma v parih in kvadrat razlik med obema podatkoma v parih. 
EC₅₀ (mikrotitrska plošča) EC₅₀ (kivete) d 𝑑2 
34,95 30,75 4,200 17,64 
11,96 14,13 -2,170 4,710 
93,47 74,83 18,64 347,4 
44,37 43,60 0,7700 0,5929 
58,81 48,91 9,900 98,01 
29,95 33,03 -3,080 9,486 
8,188 8,492 -0,304 0,0924 
28,23 18,15 10,08 101,6 
  ∑𝑑 = 38,04 ∑𝑑2 = 579,6 
  𝑑 = 4,755  
Izračunana vrednost za podatke iz zgornje tabele za sd je 7,547, za t pa 1,782. Iz tabele 
Studentove ali t-distribucije vidimo, da je kritična vrednost pri 5-odstotnem tveganju in 7 
stopinjah prostosti 2,365. Dobljena vrednost t je manjša od kritične, zato pri tej stopnji 
tveganja razlika ni značilna.  
Izjemi sta vzorca 9 in 10, ki sta pri meritvah v kivetah izkazovala šibke antioksidativne 
lastnosti, na mikrotitrskih pločšah pa sploh ne. Izračunana EC₅₀ zadnjih dveh vzorcev je 
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bila za več kot 100 % večja kot pri vseh ostalih vzorcih. Če bi z njima želeli doseči 
antioksidativne učinke na koži, bi morali nanjo nanesti veliko več izdelka, kot je 
predvideno, zato smo prišli do sklepa, da je njuna antioksidativna kapaciteta zanemarljiva. 
Najnižjo EC₅₀ (8,188 ± 0,7485, določeno na ploščici, oziroma 8,429 ± 0,6197, določeno s 
kivetami) in s tem najvišjo antioksidativno kapaciteto ima vzorec 7. Izdelek je namenjen 
negi kože v predelu okoli oči, kjer je koža najtanjša in so gube najhitreje vidne. Vsebuje 
izvleček soje (Glycine Soja Germ Extract), ki izkazuje antioksidativne lastnosti zaradi 
vsebnosti flavonoidov. (15) K visoki antioksidativni kapaciteti pripomore tudi BHT, ki je 
sicer sintezni antioksidant – namenjen je zaščiti izdelka pred oksidacijo. Na ovojnini je 
naveden tudi tokoferil acetat. To je ester vitamina E, ki začne delovati šele po hidrolizi v 
telesu, se pravi da k in vitro določeni antioksidativni kapaciteti ne pripomore, vseeno pa 
moramo upoštevati njegovo delovanje po nanosu na kožo.  
V primerjavi z ostalimi ima zelo visoko antioksidativno kapaciteto tudi vzorec 2 (EC₅₀ = 
11,96 ± 2,022, določen na ploščici, oziroma 14,31 ± 5,143, določen s kivetami). Po 
priporočilih proizvajalca je njegova primarna funkcija vlaženje kože, zato takšnega 
rezultata nismo pričakovali. Vendar ima v primerjavi z ostalimi izdelki veliko število 
sestavin z antioksidativnim delovanjem, kar pojasni rezultat. Vsebuje bisabolol, ektoin, 
izvleček listov čajevca (Camellia Sinensis Leaf Extract), ki vsebuje fenolne spojine (16), 
izvleček aloe vere (Aloe Barbadensis Leaf Juice Powder), ki vsebuje flavonoide, β-karoten 
in vitamin C, lecitin, ki ga sicer uporabljamo kot emulgator, vendar ima tudi 
antioksidativne lastnosti, (17) ter natrijev askorbil fosfat in askorbil palmitat, iz katerih pa 
vitamin C nastane šele po metabolizmu v telesu. 
Najnižjo antioksidativno kapaciteto ima vzorec 3 (EC₅₀ = 93,47 ± 3,621, določen na 
ploščico, oziroma 74,83 ± 7,107, določen s kivetami). Oglašujejo ga kot anti-age izdelek, 
ki naj bi zgladil gube in učvrstil kožo, zato smo pričakovali precej višjo antioksidativno 
kapaciteto. Še posebej poudarjajo prisotnost ubikinona. Vsebuje karitejevo maslo 
(Butyrospermum Parkii Butter), v katerem so antioksidanti vitamin E, fenoliin fitosteroli. 
(18) Poleg tega vsebuje tudi kreatin in tokoferil acetat, ki izkazuje antioksidativno 
delovanje šele po nanosu na kožo. Nizko antioksidativno kapaciteto lahko razložimo tako, 
da izdelek vsebuje sestavine, ki po drugih mehanizmih podpirajo anti-age učinek. To so na 
primer UV filtri, ki zmanjšajo poškodbe kože ob izpostavljanju soncu (Ethylhexyl 
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Salicylate, Butyl Methoxydibenzoylmethane, Octocrylene, Phenylbenzimidazole Sulfonic 
Acid), emolienti (Cetearyl Alcohol, C12-15 Alkyl Benzoate, Caprylic/Capric Triglyceride) 
in okluzivi (Glyceryl Stearate SE). 
Antioksidativnih lastnosti nista izkazovala vzorca 9 in 10, ko smo poskusili določiti 
antioksidativno kapaciteto na mikrotitrski plošči, z uporabo kivet pa so bile izračunane 
EC₅₀ tako visoke, da so antioksidativne lastnosti zanemarljive. Vzorec 9 vsebuje izvleček 
korenine golostebelnega sladkega korena (Glycyrrhiza Glabra Root Extract), ki vsebuje 
izoflavonoide in halkone (19), in izvleček bradovca (Usnea Barbata Extract), ki vsebuje 
vitamin C. (20) Vzorec 10 vsebuje vitamin E, vendar je na seznamu sestavin napisan na 
enem od zadnjih mest. Poleg tega pa vsebuje še tokoferil acetat, ki se bo aktiviral šele po 
nanosu izdelka na kožo ali sluznice. 
Optimizacija DPPH metode 
Največja težava pri ugotavljanju antioksidativne kapacitete izbranih kozmetičnih izdelkov 
so bili delci vzorca, ki se v topilu niso posedali. Pri pipetiranju smo jih zajeli skupaj s 
supernatantom in pri meritvah absorbance je prišlo do neželenega sipanja svetlobe. 
Povprečna gostota izbranih kozmetičnih izdelkov je bila 0,9938 mg/µL. Gostota metanola 
je 0,729 mg/µL, gostota etanola pa 0,789 mg/µL. Na podlagi teh podatkov smo sklepali, da 
se bodo vzorci po centrifugiranju posedli na dno mikrocentrifugirke, saj imajo večjo 
gostoto od obeh izbranih topil. Do tega ni prišlo, ker so se polarne komponente izdelka 
(predvsem voda) raztopile v etanolu, neraztopljene lipofilne komponente pa imajo lahko 
nižjo gostoto od metanola oziroma etanola in se posledično ne posedajo. 
 
Pri merjenju antioksidativne kapacitete (AOK) moramo upoštevati, da ta ni odvisna le od 
lastnosti vzorca, ampak tudi od topila, v katerem poteče reakcija, od izbrane metode, s 
katero jo ugotavljamo, in od časa inkubacije. Abramovič in sodelavci so v raziskavi 
primerjali AOK, ugotovljene s Folin-Ciocalteu metodo in dvema radikaloma: 2,2’-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonsko kislino) (ABTS•+) in 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilom 
(DPPH•). AOK, ugotovljene z različnimi metodami na istem vzorcu so bile različne, 
razlikovale pa so se tudi AOK, ugotovljene z metodo DPPH v različnih topilih. Največji je 
bil v raztopini DPPH s pH = 7,4, sledili pa so pH = 5,0, DPPH v vodi in DPPH v metanolu. 
AOK najbolj naraste v prvih minutah, potem pa narašča počasi, zato je tudi čas poteka 
reakcije pomemben parameter pri določanju AOK. (11) 
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Ker je ugotovljena AOK zelo odvisna od izbrane metode in njenih pogojev, je pomembno, 
da v svoje delo vključimo tudi natančen opis pogojev in jih podrobno nadziramo. Le tako 
lahko primerjamo rezultate raziskav z drugimi raziskavami in podatki iz literature. V 
našem primeru so bili vsi vzorci pripravljeni na isti način in analizirani z isto metodo, 
vendar pomerjeni z dvema različnima napravama in že to je privedlo do majhne razlike v 
rezultatih, ki pa statistično ni bila značilna. 
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6 SKLEPI 
Pri delu smo prišli do naslednjih sklepov: 
- Optimalno topilo za izbrane kozmetične izdelke je etanol, saj se delci vzorca v 
njem najbolje posedajo. 
- Poleg centrifugiranja je bilo treba izdelke za bistro raztopino tudi prefiltrirati.  
- EC₅₀, določene na podlagi meritev absorbance v kivetah, so v večini primerov 
manjše kot tiste, določene na podlagi meritev s čitalcem mikrotitrskih plošč, a 
razlike statistično niso značilne. 
- Povprečna vrednost EC₅₀, določena na podlagi meritev absorbance v kivetah, znaša 
33,98 mg/mL (pri izračunu nismo upoštevali EC₅₀ vzorcev 9 in 10). 
- Povprečna vrednost EC₅₀, določena na podlagi meritev absorbance s čitalcem 
mikrotitrskih plošč, znaša 38,74 mg/mL. 
- Vzorca 9 in 10 nista izkazovala antioksidativnih lastnosti, čeprav so na njuni 
ovojnini navedene sestavine z antioksidativnim delovanjem. Sklepamo lahko, da so 
prisotne v premajhnih koncentracijah. 
- Najvišjo EC₅₀ smo v nasprotju s pričakovanji določili kozmetičnemu izdelku 3 z 
oznako anti-age. 
- Najnižjo EC₅₀ smo določili kozmetičnemu izdelku 7, namenjenemu predelu okoli 
oči. Rezultat se sklada s hipotezo, da so gube na tem predelu najhitreje vidne in 
zato rabimo več antioksidativnega delovanja. 
- Vzorcema 9 in 10 z metodo, pri kateri smo uporabili čitalec mikrotitrskih plošč, 
EC₅₀ nismo mogli izračunati, ker nista izkazovala antioksidativnih lastnosti. 
- EC₅₀, izračunane za vzorca 9 in 10 na podlagi meritve absorbanc v kivetah, sta bili 
zelo visoki. Sklepamo, da je za antioksidativni učinek na koži potreben prevelik 
nanos izdelka na kožo, da bi ju lahko uporabljali za ta namen. 
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8 DODATEK 
Preglednica XXII: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev na mikrotitrski plošči, 
izračun končne absorbance in delež nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah za vzorec 1. 
C  [mg/mL] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,7270 0,0410 0,6860 100,0 
5,790 0,6605 0,0425 0,6180 90,09 
10,09 0,6315 0,0515 0,5800 84,55 
15,57 0,5530 0,0495 0,5035 73,40 
29,71 0,4250 0,0430 0,3820 55,69 
44,38 0,3145 0,0465 0,2680 39,07 
61,20 0,5095 0,5340 -0,0245 -3,571 
 
Preglednica XXIII: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v kivetah, izračun končne 
absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah za vzorec 1. 
C  [mg/mL] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,8211 0 0,7024 100,0  
5,133 0,7186 0,0018 0,7168 87,30 
10,09 0,6611 0,0230 0,6381 77,71 
15,11 0,6326 0,0534 0,5792 70,54 
29,81 0,4047 0,0702 0,3345 40,74 
44,60 0,2349 0,0070 0,2279 27,76 
59,56 0,2063 0,0632 0,1431 17,43 
 
Preglednica XXIV: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v mikrotitrski plošči, izračun 
končne absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št. 2. 
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,5427 0,0423 0,5003 100,0 
2,473 0,4097 0,0510 0,3587 71,69 
5,053 0,3750 0,0597 0,3153 63,02 
7,600 0,3303 0,0557 0,2747 54,90 
14,83 0,2863 0,0740 0,2123 42,44 
21,59 0,2173 0,0697 0,1477 29,51 
30,60 0,1617 0,0643 0,0973 19,45 
 
Preglednica XXV: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v kivetah, izračun končne 
absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št. 2. 
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A & nezreagiranega DPPH 
0 0,6423 0 0,5233 100,0  
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2,313 0,4840 0,0061 0,5779 74,40 
4,727 0,4197 0,0112 0,4085 63,60 
7,173 0,3420 0,0055 0,3365 52,39 
15,05 0,3043 0,0124 0,2919 45,45 
21,75 0,2366 0,0162 0,2204 34,31 
30,55 0,1490 0,0195 0,1295 20,16 
 
Preglednica XXVI: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v mikrotitrski plošči, izračun 
končne absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št. 3. 
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,6343 0,0420 0,5923 100,0 
5,493 0,6353 0,0433 0,5920 99,94 
10,81 0,6003 0,0457 0,5547 93,64 
14,48 0,5933 0,0420 0,5513 93,08 
30,58 0,5417 0,0423 0,4993 84,30 
44,63 0,4783 0,0423 0,4360 73,61 
59,03 0,4613 0,0427 0,4187 70,68 
 
Preglednica XXVII: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v kivetah, izračun končne 
absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št. 3. 
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,8263 0 0,7070 100,0  
5,013 0,7254 0,0005 0,7249 87,73 
10,17 0,6968 0,0006 0,6962 84,26 
15,32 0,6690 0,0010 0,6680 80,84 
31,30 0,6044 0,0003 0,6041 73,11 
44,03 0,5602 0,0008 0,5594 67,70 
61,43 0,4963 0,0019 0,4944 59,83 
 
Preglednica XXVIII: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v mikrotitrski plošči, 
izračun končne absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št. 4. Šesta 
meritev je odstopala od ostalih, zato smo jo zanemarili, da smo lahko EC₅₀ izračunali bolj natančno. 
 
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,7710 0,0410 0,7300 100,0 
5,550 0,7273 0,0423 0,6850 93,84 
10,52 0,6770 0,0417 0,6353 87,03 
15,60 0,6257 0,0433 0,5823 79,77 
30,11 0,5233 0,0440 0,4793 65,66 
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44,63 0,6557 0,0420 0,6137 84,063 
59,63 0,5180 0,0433 0,2460 33,70 
 
Preglednica XXIX: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v kivetah, izračun končne 
absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št. 4. 
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,8128 0 0,8025 100,0  
4,890 0,7735 0,0115 0,7620 93,75 
10,59 0,7354 0,0168 0,7186 88,41 
14,37 0,6272 0,0123 0,6149 75,65 
28,99 0,5178 0,0265 0,4913 60,45 
44,15 0,3991 0,0174 0,3817 46,96 
60,98 0,3147 0,02946 0,3817 36,25 
 
Preglednica XXX: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v mikrotitrski plošči, izračun 
končne absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št. 5. 
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,7300 0,0403 0,6897 100,0 
4,700 0,6603 0,0617 0,5987 86,81 
9,347 0,6613 0,0890 0,5723 82,99 
15,77 0,5607 0,0930 0,4677 67,81 
30,62 0,5080 0,0670 0,4410 63,94 
43,53 0,4887 0,0630 0,4257 61,72 
57,78 0,4640 0,3823 0,3823 55,44 
 
Preglednica XXXI: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v kivetah, izračun končne 
absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št. 5. Tretja in četrta meritev sta 
odstopali od ostalih, zato smo ju zanemarili, da smo lahko EC₅₀izračunali bolj natančno. 
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,8584 0 0,7369 100,0  
5,713 0,7486 0,0230 0,7256 84,53 
11,50 0,6469 0,0645 0,5851 68,16 
16,74 0,6742 0,422 0,2522 29,38 
29,78 0,6245 0,1079 0,5166 60,18 
45,39 0,4792 0,0874 0,3918 48,33 
62,13 0,5168 0,1019 0,4149 45,64 
 
Preglednica XXXII: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v mikrotitrski plošči, 
izračun končne absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št. 6. V 
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preglednici vidimo, da je pri najvišji koncentraciji izračunana absorbanca in posledično % nezreagiranega 
DPPH negativen. To je nemogoče, zato tega podatka nismo upoštevali pri izračunu EC₅₀.  
 
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,7260 0,0403 0,6857 100,0 
4,660 0,6363 0,0417 0,5947 86,73 
9,700 0,5827 0,0417 0,5410 78,90 
15,32 0,4983 0,0430 0,4553 66,41 
29,50 0,3837 0,0707 0,3130 45,65 
45,94 0,4743 0,2573 0,2170 31,65 
59,90 0,4093 0,4323 -0,0230 -3,354 
 
Preglednica XXXIII: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v kivetah, izračun končne 
absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št 6. Sedma meritev je odstopala 
od ostalih, zato smo jo zanemarili, da smo lahko EC₅₀ izračunali bolj natančno. 
 
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,8292 0 0,7106 100,0  
5,247 0,7252 0,0107 0,7145 86,17 
10,21 0,6672 0,0240 0,6432 77,57 
14,31 0,5561 0,0231 0,5330 64,28 
29,87 0,8508 0,4669 0,3839 46,30 
44,37 0,3951 0,0304 0,3647 43,98 
58,96 0,7866 0,2354 0,5512 66,47 
 
Preglednica XXXIV: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v mikrotitrski plošči, 
izračun končne absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št. 7. 
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,7533 0,0400 0,7133 100,0 
0,9900 0,6800 0,0530 0,6270 87,90 
1,450 0,6627 0,0603 0,6023 84,44 
2,150 0,6403 0,0717 0,5687 79,72 
4,830 0,5280 0,0737 0,4543 63,69 
7,50 0,4827 0,1057 0,3770 52,85 
9,730 0,4093 0,0857 0,3237 45,37 
 
Preglednica XXXV: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v kivetah, izračun končne 
absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št. 7. 
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,8028 0 0,7919 100,0  
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1,63 0,7884 0,0336 0,7548 94,02 
2,13 0,7424 0,0240 0,7184 89,02 
4,75 0,5847 0,0251 0,5596 69,71 
7,23 0,4751 0,0450 0,4301 53,57 
9,91 0,4316 0,0650 0,3666 45,67 
 
Preglednica XXXVI: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v mikrotitrski plošči, 
izračun končne absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št. 8. 
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,6667 0,0407 0,6260 100,0 
5,400 0,5363 0,0457 0,4907 78,38 
9,667 0,4913 0,0590 0,4323 69,06 
15,69 0,4287 0,0623 0,3663 58,52 
31,30 0,4387 0,0673 0,3713 59,32 
44,77 0,1743 0,0667 0,1077 17,20 
60,83 0,1767 0,1210 0,0557 8,892 
 
Preglednica XXXVII: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v kivetah, izračun končne 
absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št. 8. Druga meritev je 
odstopala od ostalih, zato smo jo zanemarili, da smo lahko EC₅₀ izračunali bolj natančno.  
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,8107 0 0,6891 100,0  
5,710 0,8522 0,0249 0,8273 102,05 
9,730 0,5414 0,0040 0,5374 66,29 
15,61 0,4619 0,0060 0,4559 56,24 
28,89 0,2799 0,0820 0,1979 24,41 
44,21 0,1120 0,0316 0,0804 9,917 
59,31 0,1292 0,0773 0,0519 6,402 
 
Preglednica XXXVIII: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v mikrotitrski plošči, 
izračun končne absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št. 9. 
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,6633 0,6903 -0,027 -4,354 
4,910 0,6683 0,0427 0,6257 100,9 
9,250 0,6860 0,0423 0,6437 103,8 
14,63 0,6643 0,0450 0,6193 99,87 
31,37 0,6540 0,0427 0,6113 98,58 
43,55 0,6726 0,0433 0,6293 101,49 
61,20 0,6407 0,0433 0,5973 96,33 
48 
 
 
Preglednica XXXIX: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v kivetah, izračun končne 
absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št. 9. 
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,8269 0 0,8269 100,0 
5,173 0,8154 0,0005 0,8149 98,55 
10,23 0,7921 0,0014 0,7907 95,62 
14,59 0,7944 0,0020 0,7924 95,83 
29,93 0,7670 0,0030 0,7640 92,39 
45,91 0,7619 0,0036 0,7583 91,70 
59,53 0,7421 0,0041 0,7380 89,25 
 
Preglednica XL: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v mikrotitrski plošči, izračun 
končne absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št. 10. 
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,4527 0,0393 0,4133 100,0 
5,750 0,4937 0,0403 0,4533 109,7 
9,730 0,4873 0,0410 0,4463 108,0 
13,82 0,4970 0,0420 0,4550 110,1 
30,73 0,4780 0,0407 0,4373 105,8 
45,99 0,4737 0,0413 0,4323 104,6 
61,37 0,4580 0,0447 0,4133 100,0 
 
Preglednica XLI: Ugotovljene absorbance vzorcev z DPPH in slepih vzorcev v kivetah, izračun končne 
absorbance in % nezreagiranega DPPH pri različnih koncentracijah v vzorcu št. 10. 
C  [mg/ml] A (vzorec) A (slepa) A % nezreagiranega DPPH 
0 0,8398 0 0,8398 100,0 
5,460 0,8107 0,0013 0,8094 96,38 
11,53 0,8011 0,0011 0,8000 95,26 
14,30 0,8042 0,0024 0,8018 95,48 
29,03 0,7941 0,0017 0,7924 94,36 
45,93 0,7948 0,0022 0,7926 94,38 
58,35 0,7806 0,0027 0,7779 92,63 
 
